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摘要
啤酒是一种成分非常复杂的酒精饮料，以水、大麦芽或小麦芽为主要原料，
并添加啤酒花酿造而成。啤酒花中的 a-酸在麦汁煮沸的过程中形成异-a-
酸，异-a-酸是啤酒典型苦味的主要来源。本应用简报展示了使用 Agilent 
1290	Infinity	二维液相色谱解决方案对不同类型的啤酒进行全二维液相色谱
分析。分别在第一维碱性与第二维酸性 pH 值条件下使用 C18 色谱柱获得了
良好的正交性。通过与标准物质进行对比分析及质谱检测，鉴定出啤酒中的
苦味化合物。非靶向多样品分析（指纹图谱分析）能够对所分析的不同啤酒
类型进行分类。
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•	 两个	Agilent	1290	Infinity	二元
泵 (G4220A)

•	 Agilent	1290	Infinity	自动进
样器 (G4226A)，配有 Agilent 
1290	Infinity	恒温器 (G1330B)

•	 Agilent	1290	Infinity	柱温箱 
(G1316C)

•	 Agilent	1290	Infinity	阀驱动 
(G1170A)，带 2 位/4 通双向
阀（二维液相色谱阀头，1200 
bar（部件号 5067-4214）， 
配备两个 60 µL 定量环）

•	 Agilent	1290	Infinity	二极管
阵列检测器 (G4212A)，配备 
60 mm 最大光强卡套式流通池 
(G4212-60007)

使用配备安捷伦喷射流电喷雾离子源 
(G1958-65538) 的 Agilent 6530 精确
质量数 Q-TOF LC/MS 系统进行质谱
检测。

除 a-酸与 b-酸之外，啤酒花中还有
多种多酚化合物，其中某些多酚化合
物增添了典型的啤酒苦味。最重要的
多酚化合物是黄腐酚相关的异戊二烯
类黄酮，例如黄腐酚、异黄腐酚与去
甲基黄腐酚3,5。

图  1 展示了异-a-酸与还原的异-a-
酸，以及黄腐酚相关的异戊二烯类黄
酮的结构。

由于啤酒成分非常复杂，而全二维液
相色谱（全 2D-LC）因其固有的高峰
容量，非常适用于对啤酒进行全面分
析。本应用简报展示了通过对不同类
型啤酒进行指纹图谱分析，进而可以
对所分析的啤酒样品进行分类。

实验部分

设备
安捷伦	1290	Infinity	二维液相色谱解
决方案包括以下模块：

前言
啤酒是由淀粉糖化，再经淀粉水解糖
发酵酿造而成的一种酒精饮料。其主
要原料是水、大麦芽或小麦芽以及
啤酒花1,2。啤酒加工阶段包括麦芽制
造、酿造、发酵与成熟。啤酒中含有
超过 800 种有机化合物，其成分非常
复杂。不同啤酒之所以风味各异，主
要是由于水中矿物质含量、原料类型
以及酿造方法不同。啤酒有两种典型
的发酵方式：顶部发酵（如爱尔啤酒
与德国小麦啤酒）与底部发酵（如拉
格啤酒与德国皮尔森啤酒）1。

在麦汁煮沸过程中添加啤酒花  
(Humulus lupulus L) 穗、啤酒花颗粒
或其提取物获得啤酒苦味。啤酒花中
含有 a-酸（葎草酮）与 b-酸（蛇麻
酮），它们主要以 n-、co- 和 ad-同
系物形式存在。在麦汁煮沸过程中，
几乎无味的啤酒花 a-酸转换成异-a-
酸（异葎草酮），后者赋予了典型的
啤酒苦味与啤酒泡沫稳定性。异-a-酸
具有光敏性，光照会导致异味的形成 
 （日光嗅）3-5。因此，还原的异-a-酸 
 （例如四氢异-a-酸）用于酿造业以提
高啤酒的光稳定性与泡沫稳定性。
德国啤酒纯净法禁止添加还原的异- 
a-酸，该法规定只能使用天然酒花化
合物4。

使用配备紫外 (UV) 或质谱 (MS) 检测
的高效液相色谱 (HPLC) 可对啤酒花
产品中的 a-酸与 b-酸以及啤酒中的
异-a-酸与还原的异-a-酸进行分析3-5。 
之前的应用简报介绍了对异-a-酸和还
原的异-a-酸进行定量分析6。

图 1. 异-a-酸、还原的异-a-酸与黄腐酚相关的异戊二烯类黄酮的结构
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R = CH(CH3)2 异合葎草酮
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 CH(CH3)CH2CH3 异加葎草酮

R = CH(CH3)2 四氢-异合葎草酮
 CH2CH(CH3)2 四氢-异-n-葎草酮
 CH(CH3)CH2CH3 四氢-异加葎草酮
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优级再生纤维素膜过滤器的 1 mL 塑
料注射器（15 mm，0.45	μm（部件
号 5190-5109））对样品进行过滤。

第一维与第二维梯度如图 2 所示。

柱温箱
•	 第一维色谱柱在右侧，柱温 25 °C

•	 第二维色谱柱在左侧，柱温 30 °C

Aldrich	(Steinheim,	Germany)，氨水购
自	Merck	(Darmstadt,	Germany)。甲酸
来自安捷伦（部件号 G2453-85060）。

样品与样品前处理
不同类型的啤酒购自德国本地商店。
将啤酒样品搅拌（10 分钟）、超声 
 （10 分钟）进行脱气。将样品进样到 
HPLC 系统之前，使用配有 Captiva 

软件
•	 Agilent OpenLAB CDS 

ChemStation 版，版本 C.01.06 
[61] 以及	Agilent	1290	Infinity	
二维液相色谱采集软件，产品
版本 A.01.01 [26]

•	 Agilent MassHunter 工作站软件，
用于 Agilent 6200 系列 TOF/ 
6500 系列 Q-TOF 的 LC/MS 数
据采集，版本 B.05.01，定性分
析版本 B.06.00

•	 用于二维液相色谱数据分析的 
GC Image LCxLC-HRMS 版软
件来自 GC Image LLC., Lincoln, 
NE, USA

色谱柱
第一维
Agilent ZORBAX Extend-C18 窄径 RR 
柱，2.1 × 100 mm, 3.5 µm（部件号 
761753-902）

第二维
Agilent Poroshell HPH-C18, 4.6 × 
50 mm, 2.7 µm（部件号 699975-702

化学品
所有试剂纯度均为液相色谱级。乙
腈和乙醇购自  Merck (Darmstadt, 
Germany)。新制超纯水来自配置 
0.22 µm 膜式终端过滤器 (Millipak) 的 
Milli-Q Integral 水纯化系统 (Millipak, 
EMD Millipore, Billerica, MA, USA)。
DCHA-ISO、ICS-I3（由反式 -异-a-
酸的二环己胺盐纯化制备）与 Tetra 
I C S - T 2（由同时含有顺式与反式
异构体的四氢异- a -酸纯化制备）
均购自 Labor Veritas AG (Zurich, 
Switzerland)。乙酸铵购自 Sigma-

第一维泵
溶剂 A 5 mmol/L 乙酸铵水溶液，使用氨水调节 pH 至 9.95

溶剂 B 乙腈/乙醇 (60/40; v/v)

流速 0.075 mL/min

梯度 0 分钟 – B 为 2% 
10 分钟 – B 为 2% 
40 分钟 – B 为 40% 
60 分钟 – B 为 50% 
61 分钟 – B 为 95% 
70 分钟 –B 为 95%

停止时间 70 分钟
后运行时间 15 分钟

全二维液相色谱方法

第二维泵
溶剂 A 水 + 0.25% 甲酸
溶剂 B 乙腈 + 0.25% 甲酸
流速 4.0 mL/min
梯度与 
梯度调制

0.00 分钟，B 为 5%；20 分钟，B 为 5%；43 分钟，B 为 30%；44 分钟， 
B 为 70%；49 分钟，B 为 70%；50 分钟，B 为 55%

0.24 分钟，B 为 40%；20 分钟，B 为 40%；43 分钟，B 为 85%；44 分钟，
B 为 92%

0.25 分钟，B 为 5%；20 分钟，B 为 5%；43 分钟，B 为 30%；44 分钟， 
B 为 70%；49 分钟,B 为 70%；50 分钟，B 为 55%

0.35 分钟，B 为 5%；20 分钟，B 为 5%；43 分钟，B 为 30%；44 分钟， 
B 为 70%；49 分钟，B 为 70%；50 分钟，B 为 55%
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图 2. 第一维梯度与第二维梯度
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酒样品）进行三次重复分析。图 3 展
示了一种德国小麦啤酒、一种德国皮
尔森啤酒以及一种美国拉格啤酒在 
UV 检测波长为 270 nm 条件下分析
获得的色谱图。结果表明，使用 C18 
色谱柱分别在第一维碱性与第二维酸
性 pH 值条件下实现了二维分离空间
的良好覆盖性。此外，可观察到这三
种不同类型啤酒的峰型差异（指纹 
图谱）。

在图 3 中，已标记出异-a-酸峰与还
原的异-a-酸峰。根据标样的对比分
析（分析了反式-异-a-酸混合物和还

第一维和第二维分离的 pH 值不同，
在第二维酸性 pH 条件下使用 Agilent 
Poroshell HPH-C18 色谱柱获得选择
性差异，因此提高了正交性。因为每
一个调制周期下第一维碱性流出物都
会进入到第二维色谱柱，所以在第二
维中需要使用能在碱性条件下保持稳
定的色谱柱。

使用所开发的全二维液相色谱方法，
对七个啤酒样品（三个不同的德国皮
尔森啤酒样品、一个德国小麦啤酒样
品、一个德国无醇小麦啤酒样品、一
个爱尔兰黑啤样品与一个美国拉格啤

2 位/4 通双向阀
每次第二维调制周期（21 秒）结束
后，2 位/4 通双向阀自动切换。定量
环采用并流方式（定量环以相同的流
向进行填充与洗脱）。

自动进样器
进样量 10 µL

样品温度 6 °C

进样针清洗 使用甲醇清洗 6 s

波长 270 nm/4 nm， 
参比波长 395 nm/10 nm

数据采集速率 80 Hz

二极管阵列检测器
进行检测之前，利用 T 形三通将第
二维色谱柱的流出物按大约 7:1 的比
例分流到 DAD 与 MS。使用内径为 
0.075 mm 的毛细管（长 340 mm）
连接 T 形三通与 MS。

质谱仪
6530 精确质量数 Q-TOF LC/MS 系统
在负离子模式下运行，采集速率为 10 
谱图/秒，并满足下面的喷射流电喷雾
源条件。

气体温度 300 °C

气体流速 9 L/min

雾化器 50 psi

鞘气温度 350 °C

鞘气流速 12 L/min

毛细管电压 -3000 V

喷嘴 -1000 V

图 3. 不同类型的啤酒在 UV 检测波长为 270 nm 下获得的色谱图；A) 德国小麦啤酒；B) 德国
皮尔森啤酒；C) 美国拉格啤酒
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结果与讨论
本研究开发了一种全二维液相色谱方
法，用于对不同类型的啤酒进行指纹
图谱分析。如上所述，第一维分离在
碱性 pH 条件下使用 Agilent ZORBAX 
Extend-C18 色谱柱，对啤酒中异-a-
酸与还原的异-a-酸进行分析4。由于
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过程中，将所有色谱图对齐，生成一
张复合色谱图。该复合色谱图中含有
所有色谱图的所有峰，用于确定峰区
特征（特征区域）。计算每个色谱图
所确定的每个特征区域的响应百分
比。利用特征区域各自的响应百分
比，对所分析的不同啤酒类型进行对
比与分类。

原的顺式 -与反式 -异-a-酸混合物）
与 MS 检测进行鉴定。图 4 展示了通
过对还原的顺式-与反式-异-a-酸的标
准混合物 (A) 和美国拉格啤酒 (B) 进
行分析所获得的顺式 -四氢-异合葎草
酮峰的质谱图。可以看出质谱图非常
相似，[M-H]– 峰显示标样与美国拉格
啤酒的质量数差异分别为 0.9 ppm 与 
0.6 ppm。

所分析的德国啤酒与爱尔兰黑啤均含
异-a-酸，但不含还原的异-a-酸，与
根据德国啤酒纯净法（只能使用天然
啤酒花化合物进行酿造）所预料的结
果一样。相反，所分析的美国拉格啤
酒含还原的异-a-酸，但并未检测出
异-a-酸。

要对不同样品进行对比与分类，可使
用之前的应用简报7 介绍的 LCxLC 软
件进行非靶向多样品分析，对比各个
样品中的每种成分。进行上述非靶向
多样品分析，需要良好的保留时间
重现性与峰容量，而这正是 Agilent 
1290	Infinity	二维液相色谱解决方案
能提供的8。
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图 4. 通过对还原的顺式-与反式-异-a-酸的标准混合物 (A) 和美国拉格啤酒 (B) 进行分析获得
的顺式-四氢-异合葎草酮峰的质谱图

使用配备 UV 检测的全二维液相色谱
在检测波长 270 nm 条件下分析不同
类型的啤酒，所获得的色谱图用于
进行对比分析与分类。使用  LCxLC 
软件对每个色谱图进行基线校正与
峰检测预处理后，再使用  I m a g e 
Investigator 软件（LCxLC 软件的一
部分）进行交叉样品特征匹配。在此
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通过主成分分析 (PCA) 对所分析的啤
酒样品进行分类。因此，需要对所分
析的三个重复样品的每一个样品计算
每个特征区域的平均响应百分比。使
用 PCA 可根据啤酒类型对啤酒样品进
行分类，如图 5 所示。大约 88% 的
数据差异性可通过前三个主成分 (F1–
F3) 展现。使用 F1 和 F2 可使美国拉
格啤酒、爱尔兰黑啤与无醇小麦啤酒
相互间完全分离，并与包含三种皮尔
森啤酒的组与德国小麦啤酒完全分
离。F3 可进一步将德国小麦啤酒与三
种皮尔森啤酒分离，这几种啤酒在同
一组中非常靠近。

结论
本应用简报展示了使用 Agilent 1290 
Infinity	二维液相色谱解决方案对不
同类型的啤酒进行全二维液相色谱分
析。分别在第一维碱性与第二维酸性  
pH 值条件下使用 C18 色谱柱，可获
得良好的正交性。根据标样的对比分 
析与  MS 检测，对啤酒苦味化合物 
 （异-a-酸与还原的异-a-酸）进行鉴
定。使用 LCxLC 软件进行非靶向多样
品分析，随后进行主成分分析，可对
所分析的不同类型啤酒进行分类。
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图 5. 七个不同啤酒样品的主成分分析。前三个主成分 (F1–F3) 展现了大约 88% 的数据差异性
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